Synthese von Glycopeptiden,
Partialstrukturen biologischer Erkennungskomponenten**

Von Horst Kunz*

Professor Leopold Horner zum 75. Geburtstag gewidmet

Glycopeptide sind Partialstrukturen aus den Verkniipfungsregionen von Glycoproteinen
und enthalten daher wie diese stets glycosidische Bindungen zwischen Kohlenhydrat- und
‘Peptidteil. Glycoproteine sind nicht nur weit verbreitet, sondern auch entscheidende Fakto-
ren der posttranslationalen biologischen Selektivitiit, insbesondere bei der biologischen Er-
kennung. Die gezielte Synthese von Glycopeptiden erfordert stereoselektive Reaktionen zur
Herstellung der glycosidischen Verkniipfung zwischen Kohlenhydrat- und Peptidteil und
Schutzgruppentechniken, die die selektive Deblockierung nur einer funktionellen Gruppe
an diesen polyfunktionellen Molekiilen ermdglichen. Diesen hohen Anforderungen geniigt
man, wenn man die schon frither verwendeten, hydrogenolytisch spaltbaren Benzyl-Schutz-
gruppen mit den basenlabilen 2-Phosphonioethoxycarbonyl(Peoc)- oder (9-Fluorenyl)-
methoxycarbonyl(Fmoc)-Schutzgruppen oder mit der unter neutralen Bedingungen reduk-
tiv abspaltbaren Bromethylgruppe kombiniert. Auch die acidolytische Abspaltung der fert-
Butyloxycarbonyl(Boc)- und der fert-Butylgruppe sind erfolgreich angewendet worden, ob-
wohl unter sauren Bedingungen Anomerisierung oder Spaltung der glycosidischen Bindun-
gen eintreten konnen, zumal wenn Nucleophile zugegen sind. Die stabilen, zweistufigen
2-Pyridylethoxycarbonyl(Pyoc)-Schutzgruppen erméglichen eine sichere Synthese komple-
xer Glycopeptide dadurch, daB sie erst nach Modifizierung, dann aber unter milden Bedin-
gungen, abgespalten werden konnen. Besonders geeignet fiir die Synthese empfindlicher
Glycopeptide sind die stabilen Allyl-Schutzgruppen. Sie kénnen edelmetallkatalysiert unter
praktisch neutralen Bedingungen hochselektiv und effektiv von den komplexen Glycopep-
tiden abgespalten werden. Nach diesen Verfahren wurden Glycopeptide aufgebaut, die Par-
tialstrukturen von biologisch interessanten Glycoproteinen entsprechen. Von Schutzgrup-
pen befreite Glycopeptide, die als tumorassoziierte Antigenstrukturen Bedeutung haben,
konnten an Rinderserumalbumin als biologischem Trdgermolekiil angekoppelt werden,

Neue synthetische
Methoden (67)

ohne daB ein kiinstliches Verbindungsglied (Spacer) eingesetzt werden muBte.

1. Glycoproteine als Triiger der biologischen
Selektivitit an Membranen

Die komplexen molekularen Vorgénge in einem biologi-
schen System konnen nur dann geregelt ablaufen, wenn sie
selektiv gesteuert werden. Der bekannteste und wohl am
besten untersuchte biologische Steuerungsvorgang ist die
Reduplikation und Transkription des genetischen Codes
der Desoxyribonucleinsiduren und die Translation der ge-
netischen Information in der Proteinbiosynthese!'l. Durch
diese Steuerung wird sichergestellt, da3 die Proteine - z. B.
als entscheidende biologische Katalysatoren, Enzyme - zu-
verldssig immer wieder so aufgebaut werden, daB sie ihre
hiufig sehr selektive Aufgabe im Zellgeschehen erledigen
konnen. In der Regel iibt aber ein Protein seine spezifische
Funktion nur an bestimmten Orten der Zelle aus. Biologi-
sche Selektierungsvorginge, die vorwiegend an den intra-
zelluldren und duBeren Zellmembranen ablaufen, miissen
deshalb ein am endoplasmatischen Reticulum neu synthe-
tisiertes Protein zu seinem ,,Einsatzort* fiihren. Diese post-
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translationale biologische Selektivitit basiert offenbar auf
einer Rezeptor-Effektor-Wechselwirkung, bei der - zumin-
dest in den eukaryontischen Zellen - die Glycoproteine
eine entscheidende Rolle spielen'®.

DaB dabei dem Kohlenhydratteil der Glycoproteine
eine Schliisselfunktion zufallen kann, haben zuerst Ashwell
et al.® gezeigt. Sie fanden, daB das Kupfertransport-Gly-
coprotein Coeruloplasmin im Kaninchenserum eine biolo-
gische Halbwertszeit von 54 h hat. Nachdem sie aber von
den Oligosaccharid-Seitenketten des Coeruloplasmins mit
Neuraminidase die endstindigen N-Acetyl-neuraminséu-
re(Sialinsdure)-Reste entfernt und damit Galactose freige-
legt hatten, fanden sie fiir dieses Asialocoeruloplasmin nur
noch eine Halbwertszeit von weniger als 5 min im Kanin-
chenserum. Als Ursache dieses drastischen biologischen
Effekts konnten sie die Erkennung der nunmehr endstin-
digen Galactose durch einen spezifischen Rezeptor in der
Membran der Leberzellen des Kaninchens nachweisen;
ein Selektierungsmechanismus, der fiir viele analog ge-
baute Glycoproteine und fiir Siugetiere allgemein gilt®!.
Dieser Galactose-spezifische Rezeptor in der Hepatocyten-
membran, der wie ein Lectin wirkt, ist ebenfalls ein Gly-
coprotein®¥,

Auch fiir den gezielten Transport lysosomaler Enzyme
in die Lysosomen der Fibroblasten dienen die Kohlenhy-
dratseitenketten von Glycoproteinen als Erkennungssi-
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gnal: Rezeptoren, die wiederum Glycoproteine sind, rea-
gieren auf endstéindige Mannose-6-phosphat-Reste!®. Wer-
den die Fibroblasten mit dem Antibioticum Tunicamycin
behandelt, das die bei der Biosynthese der N-Glycopro-
teine erforderliche Bindung von Kohlenhydratseitenketten
an die Amidgruppe von Asparagin unterbindet, gelangen
die dann gebildeten, kohlenhydratfreien lysosomalen En-
zyme nicht mehr an ihren Wirkungsort, in die Lysoso-
men.

Die Bedeutung der Glycoproteine fiir die Steuerung des
biologischen Geschehens wird auch darin deutlich, daB so
entscheidende Prozesse wie das Zellwachstum und die
Zelldifferenzierung durch die Blockierung des Kohlenhy-
drateinbaus in die Proteine nachhaltig beeinflut wer-
den™, In Einklang damit fand man, daB sich normal wach-
sende Zellen und Tumorzellen stark im Glycoproteinprofil
ihrer Zellmembranen unterscheiden!”. Die verdnderten
Glycoproteinstrukturen in den Tumorzellmembranen
scheinen zum Teil tumorassoziierte Antigene zu sein®, Die
Rolle der Oligosaccharidstrukturen von Glycokonjugaten
als antigene Determinanten in verschiedenen Blutgruppen-
systemen ist besonders bekannt'”. Neuere Untersuchungen
zeigten, daB Wechselwirkungen vom Kohlenhydrat-Lectin-
Typ auch bei Infektionsvorgéngen vorliegen: Manche Bak-
terien und Viren haben Oberflichenlectine, die spezifisch
an Kohlenhydrate auf der Oberfliche der Wirtszellen bin-
den und so die Infektion einleiten!'®,

Diese Ergebnisse der biochemischen, molekularbiologi-
schen und immunologischen Forschung eroffnen ganz
neue Moglichkeiten fiir die Diagnose und die gezielte The-
rapie pathogener Prozesse, z. B. fiir die Entwicklung selek-
tiver Chemotherapeutika sowie fiir die Adressierung von
Wirkstoffen an bestimmte Gewebe durch Ausnutzung se-
lektiver Signal-Rezeptor-Wechselwirkungen!'!! und durch
die Gewinnung von Antikdrpern gegen tumorassoziierte
Glycokonjugatstrukturen''%, Beriicksichtigt man dartiber
hinaus, daB die Oligosaccharidanteile die Glycoproteine
oft vor dem Angriff proteolytischer Enzyme schiitzen!'?, ist
die Entwicklung oral applizierbarer Peptidwirkstoffe vor-
stellbar, indem in die Wirkstoffe geeignete Glycosidanteile
eingebaut werden.

Vor diesem Hintergrund wird neben der schon hoch ent-
wickelten Peptidsynthese!'¥! die Glycopeptidsynthese zu-
nehmend interessanter.

2. Die Kohlenhydrat-Peptid-Verkniipfungsregionen
der Glycoproteine

Trotz der groB3en Vielfalt natiirlicher Glycoproteine vari-
iert die Art der kovalenten Bindung zwischen den Protein-
und Kohlenhydratteilen nur relativ wenig”. Am hiufig-
sten findet man die N-Glycoproteine 1, bei denen in der
Regel die Seitenketten-Amidgruppe eines Asparagin-
Bausteins und ein N-Acetyl-glucosamin-Rest B-N-glycosi-
disch verkniipft sind""*l, Zum Strukturtyp 1, dessen Bio-
synthese am besten bekannt ist!'®), gehdren Serumkompo-
nenten wie die Amylasen als Enzyme, Plasmaproteine, z. B.
Fibrinogen und Transferrin, die Immunoglobuline, Hor-
mone wie Choriongonadotropin und Hormonvorliufer
wie Thyreoglobulin sowie Membranglycoproteine, z.B.
Glycosyltransferasen, Bande-111-Glycoprotein, Rhodopsin
und Rezeptorglycoproteine wie der Galactose-spezifische
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Rezeptor der Hepatocytenmembran. Die N-Glycoproteine
1 zeichnen sich weiterhin durch eine charakteristische Se-
quenz in der Verkniipfungsregion aus: Dem N-glycosylier-
ten Asparagin folgt C-terminal als iibernichste Amino-
sdure immer Serin oder Threonin. Die Hydroxygruppe die-
ser Bausteine scheint katalytisch am Glycosyltransfer be-
teiligt zu sein!'7),

Bis in die jiingste Vergangenheit ging man davon aus,
daB in der Natur ausschlieBlich die N-glycosidische Bin-
dung des Typs 1 vorkommt'?. Neuere Untersuchungen ha-
ben aber ergeben, daB Zelloberflichenglycoproteine von
Halobakterien N-Glucosyl-'® und N-Galactosaminylaspa-
ragin-Strukturen!'® enthalten. Aus der glomerulidren Basal-
membran von Ratten wurde ein nephritogenes Glycopep-
tid mit offenbar einer a-N-glycosidischen Bindung zwi-
schen Glucose und dem Peptidteil isoliert?”; als Bin-
dungspartner wird Glutamin vermutet'2'),
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Die zweite wichtige Verkniipfungsart zwischen Kohlen-
hydrat- und Peptidteilen in Glycoproteinen ist die O-gly-
cosidische Bindung. Die B-O-glycosidische Bindung zwi-
schen Xylose und Serin in 2 ist charakteristisch fiir die
Proteoglycane der extrazelluliren Matrix und des Bindege-
webes!??, Die a-O-glycosidische Verkniipfung zwischen N-
Acetylgalactosamin und Serin oder Threonin in 3 wurde
zuerst in den Mucinen (Glycoproteinen der Schleime) ge-
funden®. Sie ist charakteristisch fiir viele andere Serum-
und Membranglycoproteine, zu denen u.a. die Blutgrup-
pen-Glycoproteine!”), das menschliche Glycophorin!?¥),
Epiglycanin®®® und die Glycoproteine des tumorassoziier-
ten Ty- und T-Antigentyps'® gehoren.

Praktisch ausschlieBlich im Collagen und in collagenar-
tigen Makromolekiilen tritt die p-glycosidische Verkniip-
fung von Galactose und 5-Hydroxylysin auf'?®. Interessant
ist, daB dieses Strukturelement auch in der Clq-Kompo-
nente des Komplementsystems vorkommen soll?”). Fiir
weitere Varianten der glycosidischen Verkniipfung in O-
Glycoproteinen mu8 auf ausfiihrliche Zusammenfassun-
gen verwiesen werden!?,

3. Die Glycopeptidsynthese im Vergleich zur
Peptidsynthese

Schon die Partialstrukturen der Verkniipfungsregionen
von Glycoproteinen 1-3 machen deutlich, daB bei der
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chemischen Synthese dieser polyfunktionellen Molekiile
die Probleme der Peptid- und die der Kohlenhydratchemie
zusammenkommen. Beide Zweige der priiparativen Natur-
stoffchemie wurden von Emil Fischer entscheidend begriin-
det®., Die analytischen Maglichkeiten der damaligen Zeit
erlaubten es aber nicht, die groBe Verbreitung und Bedeu-
tung der Konjugate aus Proteinen und Kohlenhydraten zu
erkennen. So gingen denn von Emil Fischer zwei Schulen
aus, fiir die in der Peptidchemie Namen wie Max Berg-
mann, Hans Leuchs und Emil Abderhalden und in der
Kohlenhydratchemie Namen wie Otto Warburg, Carl Freu-
denberg und Burkhard Helferich stehen. Uber Jahrzehnte
wurden dann Proteine und Kohlenhydrate weitgehend ge-
trennt behandelt®?,

Im Vergleich zur Peptidsynthese sind bei der Glycopep-
tidsynthese mehrere zusitzliche funktionelle Gruppen re-
versibel und moglichst selektiv zu schiitzen. Noch wichti-
ger aber sind die glycosidischen Bindungen in 1-3: Sie
miissen sowohl stereoselektiv hergestellt®®*" als auch
wihrend der gesamten Synthese zuverléssig erhalten blei-
ben®?,

Ein separates Thema sind die Oligosaccharide der Gly-
coproteine, deren Struktur und Biosynthese in zahlreichen
Ubersichten behandelt worden ist'>® 6233351 {Jber die
chemische Synthese solcher Oligosaccharide wurde in
neueren, sich erginzenden Ubersichten®®3"! berichtet, so
daB in diesem Fortschrittsbericht nicht darauf eingegangen
werden muB.

4. Die Kniipfung der Glycosidbindung

Die Herstellung der Glycosidbindungen zu den ,,richti-
gen** Aminosiuren stand bis Anfang der achtziger Jahre
im Mittelpunkt der Glycopeptidchemie. Besonders ver-
dient gemacht haben sich Jeanloz und seine Mitarbeiter?®®
damit, daB sie versuchten, eine gezielte Synthese von Gly-
copeptiden als Standardverbindungen fiir den Abbau von
Glycoproteinen zu entwickeln. Da die Versuche, N- und
O-Glycosylaminosiure-Derivate zu synthetisieren, in zwei
Zusammenfassungen von 1985°% und 1983°" ausfiihrlich
behandelt wurden, werden hier nur die wichtigeren Ver-
fahren mit neueren Entwicklungen verglichen.

4.1. Die Asparagin-Glucosamin-Bindung

Die fiir die zellbiologisch besonders bedeutsamen N-
Glycoproteine charakteristische B-N-glycosidische Bin-
dung zwischen N-Acetylglucosamin und Asparagin (Typ
1), z.B. im Konjugat 7, wird durch Kondensation N-ge-
schiitzter Asparaginsiure-a-monoester mit 2-Acetamido-
3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-p-D-glucopyranosylamin 6 her-
gestellt (DCC = N, N'-Dicyclohexylcarbodiimid)*®. 6 wird
aus dem Glucosylchlorid 4"*” iiber das Azid 5"" gewon-
nen®*", Zur Umwandlung des Chlorids 4 in das Azid §
ist Natriumazid in Formamid*? besser geeignet als das
frither ausschlieBlich verwendete Silberazid®™*'. In der
komplexeren Chitobiosereihe blieb dieses Verfahren je-
doch erfolglos. Hier konnte das heikle Silberazid**! durch
Natriumazid in Chloroform/Wasser unter Phasentransfer-
bedingungen ersetzt werden!**l,
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Die Hydrierung der Glucosylazide in der N-Acetylglu-
cosaminreihe gelang bisher nur mit Platinkatalysatoren be-
friedigend®®. Als Nebenprodukte entstehen Bisglucosyl-
amine'*’l. Unsere neueren Untersuchungen zeigen aber,
daB diese Hydrierungen auch mit Raney-Nickel als Kata-
lysator sehr effektiv sind*®. Dieses Verfahren hat den Vor-
teil, daB Benzyl-Schutzgruppen nicht angegriffen werden.
Beispielsweise gelingt die selektive Reduktion der Azido-
gruppe im komplexen, vollgeschiitzten Trisaccharid 8 un-
ter Bildung des Amins 9 nahezu quantitativt*’.

BzIO

0Bzl
OBzl
HiC. o]
AcNH 0
AcO 0 Q Ha/Raney—Ni
—_——8
AcO 0  AcO N3
AcNH
OBzl
]
Bzi
20 0Bzl
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H3C.

AcNH 0

AcO o 0}
AcO 0 AcO NH,
AcNH
OBzl
9 92%

Zur Kondensation der Glycosylamine vom Typ 6 mit N-
geschiitzten Asparaginsiure-a-monoestern zu N-Glycosyl-
asparagin-Derivaten vom Typ 7 wurde zunichst nur Di-
cyclohexylcarbodiimid verwendet®®3"**. Um die Pro-
bleme der spiteren selektiven Deblockierung zu umgehen,
setzten Garg und Jeanloz*® sowohl das Glucosaminylamin
6 als auch das entsprechende Chitobiosylamin mit N-Ben-
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zyloxycarbonyl(Z)-asparaginsdureanhydrid um, Sie erhiel-
ten dabei aber stets Gemische aus den gewiinschten N-
Glycosylasparagin-Derivaten und den Isomeren, in denen
die a-Carboxygruppe N-gebunden ist. Die Ausbeuten an
gewiinschtem Isomer sind nach diesem Verfahren unbe-
friedigend. Als Kondensationsmittel hat sich in unseren
Versuchen besonders das Ethyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochi-
nolin-1-carboxylat (EEDQ)""! bewihrt. Damit 148t sich
z.B. 10, der (1,3-Dithianyl)methyl(Dim)-ester®® der fert-
Butyloxycarbonyl(Boc)-asparaginsiure, glatt mit 6 zum
N4-Glucosaminylasparagin-ester 11 umsetzen, der fiir die
selektive Deblockierung vorbereitet ist'*2,

S
Boc—HN-CH-COO~CH
1 ’ <s >
Hz

X OAc Cc
Boc—-Asp—0Dim
10 AcO Q (f=°
6 —mM8M8M8Mm ——»
EEDQ/CH,Cly AcO NH
AcNH
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=
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4.2. Die B-Glycosyl-Serin-Bindung

Die B-glycosidische Bindung zur Serin-Hydroxygruppe
ist in Form des Xylose-Derivats 2 fiir die Proteoglycane im
Tierreich besonders charakteristisch. Im Pflanzenreich und
bei Pilzen treten jedoch auch andere Kohlenhydratbau-
steine als Verkniipfungspartner auf, so daB die Betrach-
tung dieses Bindungstyps nicht auf die Xylose beschrinkt
bleiben soll. Das ist um so mehr gerechtfertigt, als die che-
mischen Eigenschaften dieser Bindung nur wenig von der
Art des Kohlenhydratbausteins beeinfluflt werden. Die er-
sten Synthesen derartiger Glycosylserin-Verbindungen
wurden tber Dihydrooxazol-Derivate von Glucosamin
ausgefiihrt®, Ahnlich lieBen sich auch Kohlenhydrat-or-
thoester mit N-geschiitzten Serin- und Threonin-estern zu
den entsprechenden Glycosiden umsetzen!®*. Xylosylserin-
Konjugate wurden von Lindberg et al.***% unter Koenigs-
Knorr-Bedingungen erhalten.

Niheres zu den vielen B-Glycosylserin- und -threonin-
Derivaten, die unter Koenigs-Knorr- oder Helferich-Be-
dingungen hergestellt wurden, findet man in den ausfiihrli-
chen Ubersichten?®?', Mit diesen Methoden war man
auch bei der Synthese von Galactosyl-8-hydroxylysin-Mo-
dellverbindungen erfolgreich'*®!,

Die moderneren Varianten der Koenigs-Knorr-Reaktion
eignen sich ebenfalls zur Glycosylierung der Serin-Hydro-
xygruppe. So lieB sich z. B. Z-Serin-2-bromethylester!>” mit
dem a-D-Glucopyranosylbromid 12 in Gegenwart von Sil-
bertrifluormethansuifonat/Tetramethylharnstoff*®  zum
voll geschiitzten Glucosylserin-Derivat 13 umsetzen™!. In-
teressant ist, daB das Halogenatom der Bromethylgruppe
unter diesen Bedingungen nicht angegriffen wird.

Auch moderne Alternativen zur Koenigs-Knorr-Synthe-
se®” haben sich bei der Herstellung der Serin-Glycose-
Bindung bewihrt. So lieB sich die Xylopyranose 14 nach
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dem Trichloracetimidat-Verfahren®”%) mit dem Z-Serin-
allylester 15 in zufriedenstellender Ausbeute und Selekti-
vitdt zum im Kohlenhydratteil etherartig geschiitzten Xylo-
sylserin-Derivat 16 umsetzen!®", Ebenfalls 16 erhilt man
bei der Reaktion des benzylgeschiitzten Xylopyranosylflu-
orids 17 mit dem Serin-ester 15 in Gegenwart von Bortri-
fluorid-Ether und Triethylamin!®?, Beide Reaktionen ha-
ben den Vorteil, daB sie rasch und in homogener Phase
ablaufen. Es entsteht jedoch in beiden Fillen im Verhilt-
nis von ca. 1:6 auch das 16 entsprechende a-lsomer, das
chromatographisch abgetrennt werden muf.

8210 Q 8210 Q
BzIO OH BzIO.
BzIO BzIO F

w 7
l P
1) Cl,C—CN z-ser—0” 7 BF3- OEt,/NEt,
2) BF 3+ OEt, CH,C1,/20°C
CH,Cl,/—30°C B e
Z-HN-CH-COOC3Hg
BzI0 Q CHy
BzIO 0
BzI0
56% % 67%

Hoch stereoselektiv verlduft die Glycosylierung aber mit
O-acylgeschiitzten Glycosylfluoriden®®. Die dabei gebil-
deten Produkte, z.B. 20, werden ebenfalls sehr effektiv
und unter homogenen Bedingungen erhalten, wenn man
vom neuartigen Orthoester 18 mit einem Oximstrukturele-
ment ausgeht!®®], SchlieBlich 148t sich 15 sehr glatt glycosy-
lieren, indem die Pentapivaloylglucose 194 als 1-0-Acyl-
Zucker mit Trimethylsilyltrifluormethansulfonat'®’! umge-
setzt wird. Das Glucokonjugat 20 bildet sich stereoselektiv
und fast quantitativ'®®.,

4.3. Die a-glycosidische
Serin/Threonin-N-Acetylgalactosamin-Bindung

Die Herstellung der a-O-glycosidischen Verkniipfung
zwischen N-Acetylgalactosamin und Serin oder Threonin
(Strukturtyp 3), die fur viele Serum- und Membranglyco-
proteine charakteristisch ist, bereitete zunichst groBSe
Schwierigkeiten. In der entsprechenden Gluco-Reihe erga-
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ben selbst an C-2 nicht nachbargruppenaktiv substituier-
te Glycosyldonoren wie das O-acetylierte 2-Desoxy-a-D-
glycopyranosylbromid 21 mit Z-Serinmethylester unter
Koenigs-Knorr- oder Helferich-Bedingungen praktisch
ausschlieBlich die B-Glycosylaminosiure-Derivate, z.B.
22167,

Z—-HN—?H—COOMe

OAc Cle
AcO Q OH
e —
AcO Hg(CN)2/C¢Hg
NH
/ Br
R
n

Z—HN—TH —-COO0Me
3 [
0

AcO
R= NO,
AcO
NH

02N /

Die Losung dieses Problems fanden Paulsen et al.!*®): Sie
verwendeten als Glycosyldonoren reaktive B-Glycosylchlo-
ride mit dem 2-Azido-Substituenten als nicht nachbargrup-
penaktivem Substituenten unter den Bedingungen der ,,in-
situ-Anomerisierung*. Dies wurde von Ferrari und Pa-
via"®” auf die Serin- und die Threonin-Glycosylierung
iibertragen, indem sie das geschiitzte 2-Azido-p-galactosyl-
chlorid 23 mit Z-Serin- bzw. -Threonin-methylester zu den
Glycopeptiden 24 bzw. 25 umsetzten, die Vorldufer des
Typs 3 sind.

Das Azid-Verfahren!s® profitiert weiterhin davon, daB 2-
Azido-glycosylhalogenide wie 23 durch die Azidonitrati-
sierung?® einfach zuginglich wurden. Auf dieser Basis ha-
ben Paulsen et al. mit dem Reagenssystem Silberperchlo-
rat/Silbercarbonat in Dichlormethan/Toluol”" effektive
a-Glycosylierungsverfahren ausgearbeitet. Die simultane
a-glycosidische Ankniipfung zweier Disaccharid-Einheiten
an das Serylserin-Derivat 27 mit dem Glycosylhalogenid
26 illustriert die Leistungsfihigkeit dieser Methode!”22%),
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AcO OAc
0 Z—Ser—0Bazl bzw.
Z—Thr—0BzI
AcO cl Hg(CNJ,
N3
23
AcO OAc
\ 7
AcO NH
N3 |
O—?H——CH—COOBZI
R
28 AR=H 66%

25,R=CH; 45%

Die selektive Reduktion der Azidogruppe in komplexen
Glycopeptiden wie 28 gelingt mit Nickeltetrahydridobo-
rat”? und ergibt nach Acetylierung der gebildeten Amino-
gruppe Glycopeptide, die dem Strukturtyp 3 entsprechen
und Partialstrukturen aus Glycoproteinen vom tumorasso-
ziierten T-Antigen-Typ sind. Die Azidogruppe in Verbin-
dungen wie 24, 25 oder 28 kann auch mit Schwefelwasser-

R

26

Z—Ser—Ser—0Bz!

AgCio.,/Ag,cog
CH,Cly/CgHg—CHg

0 0
AcO 0
AcO N3

Z2—Ser—Ser—0OBz!

AcO N
AcO 0 :
0 o}
A
coAco . 820 OBz

28 >50%

stoff™> 74 reduziert werden. Mit Dimethyl(phenyl)phos-
phan in wasserfreiem Eisessig gelingt es, die Azidogruppe
in den basenempfindlichen Glycosylserin- und -threonin-
Derivaten, z.B. 29, direkt in die Acetamidogruppe (z.B.
30) umzuwandeln!™),

Z—HN—?H—COOAIIyI

CH,
| Z—Ser—0Ally!
N3 0 AcNH
AcO (CH3)2CHsP/ACOH AcO
— et
0} s}
A bac AQ  bac
29 30 75%

a-Glycoside von 2-Azido-2-desoxy-galactopyranose mit
Serin-Derivaten werden auch nach dem Trichloracetimi-
dat-Verfahren erhalten”. Eine weitere a-Glycosidsyn-
these ohne Quecksilber- oder Silberreagentien basiert auf
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der Aktivierung der freien anomeren Hydroxygruppe von
benzylgeschiitzten Kohlenhydratbausteinen mit Trifluor-
methansulfonsiureanhydrid””). Wiederum unter Verwen-
dung des Azido-Derivats lief} sich das Verfahren auf die
Synthese der a-Galactosaminylserin- und -threonin-Deri-
vate anwenden!’®. Besonders bei der Glycosylierung von
Threonin-Derivaten entstehen auch merkliche Mengen des
B-Anomers, die abgetrennt werden miissen.

5. Die selektive Deblockierung und die
Peptidkettenverlingerung an Glycopeptiden

Die selektive Abspaltung von Schutzgruppen an Glyco-
sylaminosiduren und Glycopeptiden war bis zum Ende des
vorigen Jahrzehnts ein ungeldstes Problem®®3'. Nur in
Einzelfillen und unter groBen Substanzverlusten'®” konnte
eine bestimmte funktionelle Gruppe der polyfunktionellen
Glycopeptide gezielt deblockiert werden; die Ursache die-
ser Schwierigkeiten liegt in der Anwesenheit von Glycosid-
bindungen in den Molekiilen (siehe Abschnitt 3). Da Ver-
fahren zur Uberwindung dieser Hindernisse erst in den
letzten Jahren gefunden und im Gegensatz zu Oligosaccha-
ridsynthesen®®3" und zur Glycosylierung von Aminosiu-
re-Derivaten®®*!! noch nicht ausfiihrlich referiert wurden
und da unsere Arbeitsgruppe an der Lsung dieser Proble-
matik intensiv beteiligt war®?, wird dieser Aspekt der Gly-
copeptidsynthese den Schwerpunkt dieser Ubersicht bil-
den.

5.1. Die Labilitiit von Glycosidbindungen

Die Glycosidbindungen der Glycopeptide sind als Ace-
talbindungen immer mehr oder weniger sdureempfindlich.
Am stabilsten gegen Siuren sind die N-Glycoside vom Typ
1 und die Glycose-Derivate von 8-Hydroxylysin. Jedoch
enthalten auch oligosaccharidische Glycopeptide mit die-
sen relativ stabilen Verkniipfungsstrukturen interglycosidi-
sche Bindungen iiber Sauerstoff, so dafl die an den folgen-
den Beispielen veranschaulichte Empfindlichkeit gegen-
iber Siuren im Prinzip auch fiir solche Glycopeptide gilt.

Beim Versuch, die Z-Gruppe aus dem Glycosylserin-De-
rivat 22 mit Bromwasserstoff in Eisessig selektiv abzuspal-
ten, wurde vorwiegend die Glycosidbindung geéffnet!s”,

a
Br®  H3N-CH—COOMe
OAc

o CH,
HBr/AcOH AcO |
22 —— -
AcO 0
NH
/
R

3 10-35%
R = ‘QNoz
02N
Das daneben noch erhaltene, nicht charakterisierte Ammo-
niumsalz 31 ergab nach N-terminaler Kettenverlingerung
mit Z-Aminosédure-p-nitrophenylestern die entsprechenden

Glycodipeptide in 12-34% Ausbeute bezogen auf 22.
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Sind in der Losung nur schwéchere Nucleophile anwe-
send, wird die Spaltung der Glycosidbindung zuriickge-
dringt. Dann besteht aber immer noch die Gefahr der
Anomerisierung, wie wir sie bei der Abspaltung der Boc-
Gruppe aus 32 beobachtet haben®>. Die N-terminale
Kettenverldngerung mit Z-Phenylalanin zu 34 offenbarte,
daBl das aminodeblockierte Zwischenprodukt 33 als Mi-
schung beider Anomere vorlag: Die anomeren Glycodi-
peptide 34a und 34b, die sich chromatographisch sehr
dhnlich verhalten, konnten getrennt und strukturell ein-
deutig charakterisiert werden!””. Dagegen wurde bei einer

Boc—~HN—CH—COOMe c®
OAc OAc.-. ,
o M2 Qo CH
AcO | HCI/CH,Cly AcO l 2
— e

AcO 0 AcO 0

AcNH AcNH

32 33

Z—Phe—HN—(fH—COOMe

cHz
1 Z-Phe—HN-CH—COOMe
0 OAc |
AcNH o CHa
Z-Phe—OH AcO N AcO !
———
EEDQ AcO 0 AcO 0
AcNH
OAc
34a 41% 34b 56%

Glycopeptidsynthese nach dem Festphasenverfahren mit
Boc als Schutzgruppe die Abspaltung vom Harz sogar mit
Fluorwasserstoff in Anisol durchgefiihrt®®®, ohne daB die
O-glycosidische Bindung geldst wurde. Dies ist iiber-
raschend, denn Fluorwasserstoff greift normalerweise Oli-
gosaccharide und sogar 1-O-Acyl-monosaccharide sehr
schnell an®®. Immerhin zeigen neuere Arbeiten, daBl die
Labilitit der O-glycosidischen Bindung von der Struktur
der Glycopeptide abzuhingen scheint. Sinay et al.®" konn-
ten tert-Butylester von O-Glycopeptiden selektiv mit Tri-
fluoressigsidure unter Erhaltung der Glycosidbindung spal-
ten. Dennoch kann auch die wenig nucleophile Trifluores-
sigsure Glycosidbindungen trennen, z. B. beim Chitobio-
syltripeptid 35. Das gewiinschte 38, eine Partialstruktur
aus dem menschlichen Komplementfaktor B, und seine
Spaltungsprodukte 36 und 37 entstehen im Verhiltnis
9:214432 Im Kohlenhydratteil acylgeschiitzte Analoga zu
35 werden von Trifluoressigsdure nicht an der interglyco-
sidischen Bindung angegriffen!*”, Diese unterschiedlichen
Erfahrungen machen deutlich, daB die acidolytische
Schutzgruppenspaltung in der Glycopeptidsynthese fiir je-
den Einzelfall iiberpriift werden muB.

Die Synthese von Glycopeptiden des Glycosylserin- und
-threonin-Typs (2 oder 3) wird dariiber hinaus durch die
charakteristische Basenlabilitit der O-Glycosyl-B-hydroxy-
carbonsiure-Derivate erschwert®. Diese Labilitit wird
analytisch zum Nachweis von O-Glycosylserin- bzw. -thre-
onin-Bindungen in Glycoproteinen genutzt®!, Bei-
spielsweise wird die Glycosidbindung im geschiitzten Gly-
cosylthreonin-methylester 39 in Natriumcarbonatlgsung
viel schneller quantitativ zerstért, als der Methylester ge-
spalten wird®. Die Geschwindigkeit der B-Eliminierung
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Boc—HN—ClH—CO—Phe——Thr—NH2
OH CH,
AcNH |
HO 0 Q ?=0 CF,COOH
HO 0 HO NH
AcNH
OH
35

zu a-Aminoacrylsdure-Derivaten wie 40 ist abhingig von
der Struktur der Glycokonjugate, insbesondere von den
Substituenten an der Amino- und der Carboxygruppe des
Aminosdureteils. Ester und Amide zersetzen sich bei
Raumtemperatur schon bei pH-Werten von neun merk-
lich®,

R—HN--CH-COOMe

NHR
oAc | cHseH=cZ
o CH-CHs COOMe
AcO I 1M Na;CO5
—_—— + 4]
AcO (0] 20°C, 10s
AcNH e
39

. —QNOZ
O,N

Da in der Peptidsynthese als Benzyl- oder fert-Butyl-
ether geschiitzte Serin- und Threonin-Derivate sehr ge-
briauchlich und stabil sind, ist die leichte B-Eliminierung
des Kohlenhydratteils in Verbindungen wie 39 auf den er-
sten Blick iiberraschend. Sie wird verstindlich, wenn man
das Komplexierungsvermdgen der Kohlenhydrate gegen-
iber Kationen und Aminen beriicksichtigt, das z. B. bei der
Verseifung des unsymmetrischen Benzyliden-malonsiure-
diesters 41 dazu fiihrt, da3 nur der sekundire Kohlenhy-

o)
@\ 42
OFt
cHy 9
6”0 O#
>< o’ \o pH12-13
O=— _Na *
oW
ﬁ/ 43
RN

H COOEt

41 (+NaOH)

dratester gespalten wird®®. Diesem Komplexierungsver-
mogen verdanken die Peptidoylkohlenhydratester ihre Ak-
tivestereigenschaften, die sich biologisch bedeutsam im
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82%

18%

H—Asn—Phe—-Thr—NH,
OH
AcNH

HO 0 Q
HO O HO
AcNH
OH

H-~Asn—Phe—Thr—NH,

OH OH
HoﬁW HO Q
HO OH " o
AcNH AcNH
36 37

Peptidyltransferschritt von der P-site-gebundenen Pepti-
dyl-tRNA auf die A-site-gebundene Aminoacyl-tRNA do-
kumentieren®”.

Die Basenlabilitit und die potentielle Sdurelabilitit der
Glycopeptide machen es erforderlich, daB in der Synthese
dieser Verbindungen Schutzgruppen verwendet werden,
die unter milden, moglichst neutralen Bedingungen abge-
16st werden konnen. Frither geniigten nur die Benzyl- und
die Z-Gruppe diesen Anforderungen®®?", Da sie aber bei
der Hydrogenolyse gleichzeitig abgespalten werden, muf3-
ten sie fiir selektive Deblockierungen mit Schutzgruppen
wie der Methylgruppe kombiniert werden, die wiederum
nicht ohne Zerstorung der Glycosidbindung entfernt wer-
den konnten (vgl. z.B. 39— 40 und ®*"), Dieses Problem
war nur durch Einfithrung neuer Schutzgruppen und
durch Anwendung anderer, bereits bekannter Schutzgrup-
pen auf die Glycopeptidsynthese zu 16sen.

5.2. Die Phosphonioethoxycarbonyl(Peoc)-Schutzgruppe

Da sich die 2-Triphenylphosphonioethexycarbonyl-
(Peoc)-Schutzgruppe™®® bereits unter sehr milden basi-
schen Bedingungen von Aminogruppen ablgsen 148t, ha-
ben wir sie in unseren ersten Glycopeptidsynthesen einge-
setzt®. Sie erméglicht den gezielten Aufbau von N-Glyco-
peptiden in Kombination sowohl mit der C-terminalen
Benzyl- als auch mit der fert-Butylgruppe. Zur Kettenver-
langerung kann dank der hohen Saurestabilitit der Peoc-
Gruppe auch mit den sogar bei Raumtemperatur stabilen
Peoc-Aminosiurechloriden® gearbeitet werden.

Die Abspaltungsbedingungen fiir die Peoc-Gruppe mit
Morpholin in Dichlormethan sind so schonend, daf} auch
die basenlabile O-Glycosylserin-Bindung vollstindig in-
takt bleibt, so z. B. bei der Deblockierung des Glycodipep-
tids 44", Die Estergruppen und die zu Eliminierungen

Peoc
f—A_—\
o}

® Il
(CgHs) 3PCH,CH,0—C—Phe—Ser—OMe H—Phe~Ser—~OMe

ci® AcO AcO

/N
o] O NH/CH,CI, 0
OAc A4 - OAc
AcO AcO
AcNH AcNH
L4 45 80%
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neigenden O-Glycosidbindungen bleiben unversehrt, so
daB an der nicht mehr geschiitzten Aminogruppe von 45
die Peptidkette gezielt verlingert werden kann!".

Trotz der Vorteile der Peoc-Gruppe, die in Kombination
mit der leicht abspaltbaren Benzylgruppe erstmals eine
saubere, selektive Aminodeblockierung an Glycopeptiden
zulieB®, stehen ihrer allgemeinen Anwendung in der Gly-
copeptidsynthese einige Nachteile entgegen: 1. Die Peoc-
Gruppe ist ein volumindser Substituent, der die Kondensa-
tionsreaktionen erschwert. 2. Die hohe Basenlabilitit der
Schutzgruppe, derentwegen sie unter milden Bedingungen
abgelost wird, erfordert besondere Aufmerksamkeit bei
den Synthesen. 3. Die Peoc-Schutzgruppe ist ein kationi-
scher Substituent, dessen Halogenid-Gegenionen Glycosy-
lierungen mit Silber- und Quecksilber-Reagentien storen.
Deshalb muB3 z. B. beim Aufbau der Glycopeptidstruktur
44 im Glycosylierungsschritt die Z-Gruppe verwendet
werden®), Um sie selektiv abspalten zu kdnnen, muBte
aber C-terminal der Methylester eingesetzt werden, dessen
Spaltung nicht mehr ohne Zerlegung der Glycosidbindung
durch B-Eliminierung®®* 8% (siche Abschnitt 5.1) zu errei-
chen ist. Daraus wird ersichtlich, daB fiir eine erfolgreiche
Glycopeptidsynthese auch Alternativen zur Benzylgruppe
als Carboxyschutzgruppe erforderlich waren.

5.3. Die 2-Halogenethylgruppe als Carboxyschutzgruppe

Die 2-Bromethylgruppe wurde erstmals von Ugi et al.l’?
als reversible Carboxyschutzgruppe fiir Peptidsynthesen
beschrieben; abgespalten wurde sie mit einem supernu-
cleophilen Cobalt(1)-Komplex. Wir hatten versucht’®”, die
Bromethoxycarbonyl(Beoc)-Gruppe, eine Vorstufe der
Peoc-Gruppe®, als Carboxyschutzgruppe zu verwenden,
und dabei festgestellt, daB 2-Chlor- und 2-Bromethylester
von Aminosiuren und Peptiden nach Umwandlung in die
Iodethylester mit Zink in Dimethylformamid (DMF) selek-
tiv gespalten werden kénnen. Diese neutrale Deblockie-
rungsreaktion erdffnete erstmals die Moglichkeit, am siu-
re- und basenlabilen Glycosylserin-Derivat 13 selektiv die
Carboxygruppe freizulegen®). Der Glycosylserin-2-iod-
ethylester 46 und das carboxydeblockierte Produkt 47
konnten isoliert und charakterisiert werden. Fiihrt man die
Kettenverlingerung mit den Rohprodukten von 46 und 47
durch, so erhidlt man das Glycotripeptid 48 in 71% Aus-
beute bezogen auf 134, ohne daB die Esterschutzgruppen
im Kohlenhydratteil, die N-terminale Z-Schutzgruppe oder
die eliminierungsgefihrdete O-glycosidische Bindung be-
eintrichtigt wiirden.

Die Ausbeuteverluste im Deblockierungsschritt sind
darauf zuriickzufiihren, daB 47 zum Teil an die gebildeten
Zinksalze adsorbiert ist und wegen der Siure- und Basen-
labilitdt der Serin-Glucose-Bindung nicht durch entspre-
chende Aufarbeitung von ihnen getrennt werden kann. Ab-
hilfe ist moglich, indem man 2-Bromethylester elektroche-
misch spaltet® % Der einzige Nachteil dieser Methode
liegt in den apparativen Voraussetzungen, die nicht aller-
orts gegeben sein werden.

[*] In einigen Fillen werden die Kohlenhydrate mit Haworth-Formeln wie-
dergegeben, da sich diese beispiclsweise besser filr p-Glycoside zusam-
men mit Kurzbezeichnungen der Aminosiuren eignen.
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Z—Ser—O—CH,—CH,—1

B20
A z
3 Nal/Aceton 0Bz n
DMF oder Aceton
Bz0
0Bz
46 72%
Z—Ser—Ala—Gly—O—CH;—CH,—Br
Z—Ser—-0OH
Bz20
0}
0Bz H—Ala—~Gly—0—-CH,—-CH,—Br
EEDQ
BzO BzO
0Bz 08z
&7 54% 48 71%

(bezogen auf 13)

Die Bromethylgruppe®>**4 und die Peoc-Gruppe!®-°"
gestatteten erstmals zusammen mit dem reversiblen Schutz
durch Z- oder Benzylgruppe die effektive, selektive De-
blockierung und Kettenverlingerung selbst an den emp-
findlichen O-Glycosylserin-Derivaten. Die genannten
Nachteile machten dennoch die Erprobung weiterer Me-
thoden notwendig. So erschien es besonders lohnend, eine
Schutzgruppe fiir die Glycopeptidsynthese zu finden, die
unter dhnlich milden Bedingungen abspaltbar ist wie die
Peoc-Gruppe, jedoch nicht durch eine kationische Struktur
die Glycosylierungsreaktion beeintrichtigt. Diese Anfor-
derungen erfiillt die (9-Fluorenyl)methoxycarbonyl-
(Fmoc)-Schutzgruppe®l.

5.4. Die (9-Fluorenyl)methoxycarbonyl(Fmoc)-
Schutzgruppe

Die neutrale Fmoc-Gruppe® ist etwas weniger basenla-
bil als die Peoc-Gruppe. Dennoch konnten wir zeigen, da3
aus den zur basenkatalysierten B-Eliminierung neigenden
geschiitzten O-Glucosyl- und O-Xylosylserin-Derivaten 49
bzw. 50 die Fmoc-Gruppe véllig selektiv und praktisch
quantitativ abgespalten werden kann'®®. Anders als in der
Peptidchemie iiblich und auch anders als Pavia et al.l’®%,
die ebenfalls den Einsatz der Fmoc-Gruppe in der Glyco-
peptidsynthese beschrieben, verwenden wir nicht das re-
lativ stark basische Piperidin (pK.~11.1), sondern das

Fmoc—HN-CH-COOBz!

R CH (o] NH
BzO Q l 2 \_/
—————
Bz0 O
BzO
R=CH,—OBzi 49
R=H 50
H,N-CH-COOBzI
R CH
Bz20 Q l 2
Bz0 0o
BzO
51 97%
52 98%
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Piperidi
Fmoc—HN=CH—CO—HN—CH-CO-HN—CH—CO0BzI — —

H—Trlrr——TTr—Glu(OBzI)—Ole

55

1—-Hydroxybenzotriazol

CH,Cly
(l:H—CH3 (I:H—CH3 {CH,), R R
RO RO C00Bz!
53
Fmoc—Sfr—O—@—NOz 54
R
AcNH
BzIO
R= d Fmoc—StIer—TIi\r—Tl‘I\r—GIu(OBzI)—OBzI ]
BzIO R R R
Oez| 56  78%

um GroBenordnungen schwicher basische Morpholin
(pK,=8.3), um die Fmoc-Gruppe zu entfernen. Damit ist
sichergestellt, daB die Empfindlichkeitsgrenze, oberhalb
der die Glycosidbindung durch B-Eliminierung zerstért
wird, nicht erreicht wird®®.

Ist das Problem der selektiven Deblockierung unter Er-
haltung der vielen Estergruppen und der Glycosidbindung,
z.B. in den Produkten 51 und 52, geldst, so bereitet der
weitere Kettenaufbau keine Schwierigkeiten mehr. Auch
aus komplexeren Glycopeptiden kann selektiv und effektiv
die Fmoc-Gruppe mit Morpholin entfernt werden; dies
unterstreicht die allgemeine Anwendbarkeit des Verfah-
rens®®®,

Ferrari und Pavia® setzen den Fmoc-Rest in Kombina-
tion mit Aktivestern ein, wobei sie im Kohlenhydratteil
Benzyl-Schutzgruppen verwenden. So bauten sie die N-ter-
minalen Triglycopentapeptide aus menschlichem Glyco-
phorin mit M- und N-Blutgruppenstruktur in der mono-
saccharidischen Tn-Antigen-Form!'®Y auf. Einen typischen
Ausschnitt der Synthese gibt Schema 1 wieder.

Die in diesen Beispielen gezeigte Leistungsfihigkeit der
kombinierten Anwendung von Fmoc- und Benzylgruppe
wird nur dadurch beeintrichtigt, daB die Fmoc-Gruppe bei
der hydrogenolytischen Spaltung des Benzylesters nicht
zuverlissig stabil ist!'®?. Unsere eigenen Versuche ergaben
aber, daB der Fmoc-O-Xylosylserin-benzylester 50 hydro-
genolytisch selektiv C-terminal zu 57 gespalten werden
kann!"l, Damit ist in Gegenwart der Fmoc-Gruppe auch
die selektive, C-terminale Kettenverlingerung und die
Synthese groBerer Glycopeptideinheiten, z. B. nach dem
Fragmentkondensationsverfahren'"), moglich.

Fmoc—Ser—OH
0]
Hy/Pd—C
S0 X e 0Bz S7 9%
CH30H
Bz0
OBz

5.5. Die tert-Butyl-Schutzgruppe in der
Glycopeptidsynthese

Trotz der Risiken, die mit der sauren Behandlung von
Glycopeptiden verbunden sind (siehe Abschnitt 5.1), nutz-
ten Sinaj und Verez Bencomo®" die selektive Abspaltung
der tert-Butylgruppe in Gegenwart der Z-Gruppe zum Auf-
bau der N-terminalen Triglycopentapeptide mit der disac-
charidischen T-Antigen-Struktur (T), die als tumorassozi-
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Schema 1.

ierte Antigenstruktur® bedeutsam ist!'®¥, So kann der voll-
geschiitzte Z-Glycosylthreonin-ters-butylester 58 alternativ
C-terminal zu 59 und N-terminal zu 60 deblockiert wer-
den®®l, Die beiden selektiv deblockierten Verbindungen er-
geben unter der Einwirkung von EEDQ das komplexe,
vollgeschiitzte Glycodipeptid 61 mit der gleichen Schutz-
gruppenkombination wie das Edukt 58. Sinaj und Verez
Bencomo'"®" gelang mit dieser Technik auch der Aufbau
der N-terminalen T-Antigen-Triglycopentapeptide aus
dem Glycophorin. Experimentelle Einzelheiten dieser Syn-
these wurden bisher noch nicht veréffentlicht!s!-1%4,

Im Gegensatz zu diesen Resultaten haben Pauisen et
al.”" Nebenreaktionen bei der tert-Butylester-Spaltung mit
Trifluoressigsdure an einer mit 58 sehr dhnlichen Verbin-
dung beobachtet. Sie setzten fiir deren Deblockierung des-

Z—HN-CH-COO?Bu

CH-CH 3
AcNH
Z—Thr=0tBu
= | 58
AcgT
CF3COO0H Pd—-C/cyclo—CgHyg
Z—-Thr—OH H—Thr—0tBu
59 | | 60
ACsT ACST
A cO AcO
AcO
AcNH
Z~Thr—-Thr—0tBu
AcNH
61
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halb 98proz. Ameisensdure ein. Fiir das dabei nahezu
quantitativ gebildete Produkt geben sie allerdings an, da3
zwei Rotationsisomere der Z-Gruppe vorliegen.

An dieser Stelle soll kurz auf die Struktursicherung bei
komplizierten Glycopeptiden eingegangen werden, die nur
durch Hochfeld-NMR-Spektroskopie méglich ist. Als be-
sonders schwierig erwies sich die Struktursicherung von a-
Galactosaminylthreonin-Derivaten wie 58 und 59, denn
in deren '*C-NMR-Spektren unterscheiden sich die
Verschiebungen der anomeren Kohlenstoffatome fiir das
a- und das f-Anomer nur wenig. Die Losung dieses Pro-
blems haben Pavia et al.’”-78 1% gefunden. Sie erkannten,
daB das C-NMR-Signal der Thr-y-Methylgruppe eine
sehr sensible Sonde fiir die anomere Konfiguration ist: Bei
den a-Anomeren findet man es bei §=18-20, in den Spek-
tren der analogen f-Anomere ist es um ca. 2 ppm hoch-
feldverschoben. Fiir den Einsatz der ter-Butyl-l7478.104
und der Boc-Gruppe®® bei der Synthese von O-Glycopep-
tiden ist schlieBlich zu beachten, daB in der Peptidsynthese
zur Vermeidung von Nebenreaktionen durch rert-Butyl-
Kationen oder ters-Butyl-trifluoracetat in der Regel nu-
cleophile Abfangreagentien wie 1,2-Ethandithiol"®® zuge-
setzt werden miissen!"””. Dadurch wird bei der sauren
Schutzgruppenabldésung die Gefahr der Glycosidspaltung
stark erhoht. In jedem Fall miissen die Auswirkungen von
starken Protonierungsmitteln auf die empfindlichen Ver-
bindungen sorgfiltig gepriift werden. Diese Einschrin-
kung gilt sogar fiir die stabileren N-Glycosylasparagin- 1
und O-Glycosyl-8-hydroxylysin-Glycopeptide, wenn sie
Oligosaccharidseitenketten enthalten; monosaccharidische
Glycopeptide dieser Arten wurden erfolgreich unter Ver-
wendung von fert-Butyl-®® oder Boc-geschiitzten Amino-
siuren, sogar in einer Festphasensynthese!'®, aufgebaut.
Im Falle der an der Festphase synthetisierten Somatosta-
tinsequenz wurde die Struktur jedoch nur massenspektro-
metrisch bestimmt'®, Damit ist iiber die Stereochemie na-
turgemaf keine Aussage moglich. Will man die mit den
sauren Deblockierungen verbundenen Unsicherheiten in
der Glycopeptidsynthese ausschalten, muBl man auf die
unter milden Bedingungen abspaltbaren Schutzgruppen
wie die Peoc-Gruppe und die Fmoc-Gruppe (Abschnitte
5.2-5.4) zuriickgreifen. Deren Nachteile sind wiederum
ihre permanente Empfindlichkeit sowie teilweise Loslich-
keitsprobleme bei der Synthese groBerer Glycopeptidein-
heiten. Um diese Nachteile zu umgehen und um den inne-
ren Widerspruch zwischen geforderter Stabilitit des Schut-
zes in der Synthese und ebenso geforderter Labilitit der
Schutzgruppe bei der Deblockierung zu 18sen, haben wir
auf das Prinzip der zweistufigen Schutzgruppe!'*® zuriick-
gegriffen.

5.6. Die 2-Pyridylethoxycarbonyl(Pyoc)-Schutzgruppe

Schutzgruppen, die sowohl gegen Sduren als auch gegen
Basen sehr stabil sind und die sich dennoch nach einer ein-
fachen Umwandlung unter sehr milden Bedingungen von
der durch sie blockierten Aminogruppe abldsen lassen,
sind die 2-(2-Pyridyl)ethoxycarbonyl(2-Pyoc)-""'” und die
2-(4-Pyridyl)ethoxycarbonyl(4-Pyoc)-Gruppe!''". Bei der
Glycosylierung des 2-Pyoc-Threonin-benzylesters 62 zu 63
mit dem benZoylgeschiitzten Glucopyranosylbromid 12
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nach dem Silbertriflat-Verfahren®® miissen molare Men-
gen Trifluormethansulfonsiure zugegeben werden, da
sonst ausschlieBlich der entsprechende Orthoester gebildet
wird!'"?, Die selektive Abspaltung der stabilen Pyoc-
Gruppe vom labilen Glycosylthreonin-Derivat 63 gelingt
nach Methylierung des Pyridin-N-Atoms. Dadurch wird
die a-Methylengruppe so CH-acid, daB bereits mit Mor-
pholin in Dichlormethan praktisch quantitativ 64 entsteht,
dessen Kettenverldngerung somit méglich wird!'!2,

= 0
.
Sy
N 0~ HN-CH-COOB:|
2—Pyoc—Thr—0Bz!
CH—CH,4
BZO—CHZO i B20—CH,
0]
OBz 62 OBz
CF3S03Ag/CF 3805H/CH,Cl,
BzO Br (Me;N),C=0 Bz0
Bz0 . BzO
12 63 57%
1. CH3l/CH3CN o CH_Th'_OB"
—_— BzO—CH
2.0 NH /CH,CL i 20
. 2Clz
—_— OBz
BzO
BzO
64 95%

Wegen der Begiinstigung der Orthoesterbildung durch
die Pyoc-Gruppe ist es vorteilhaft, fiir die Glycosylierung
die Fmoc-Gruppe einzusetzen, um dann in den Kettenver-
lingerungsreaktionen die Vorziige der stabilen und I6slich-
keitsvermittelnden Pyoc-Gruppe zu nutzen. Dieses Kombi-
nationsverfahren ist in Schema 2 fiir die Synthese des voll-
geschiitzten, N-terminalen Diglycotripeptids 72 des Gly-
cophorins mit M-Spezifitit und der disaccharidischen T-
Antigen-Struktur gezeigt!''*\. Bei der selektiven Abspaltung
der Fmoc-Gruppe mit Morpholin®® bleiben auch in den
disaccharidischen Glycosylserin- 65 und -threonin-Deriva-
ten 66 die vielen Estergruppen und die sensiblen O-glyco-
sidischen Bindungen erhalten. Die freien Aminoverbin-
dungen 67 bzw. 68 neigen zur basenkatalysierten ,,Selbst-
zerstdrung*. Sie werden deshalb sofort mit den 4-Pyoc-ge-
schiitzten Carboxykomponenten 69 bzw. 71 umgesetzt zu
70 (51% bezogen auf 65) bzw. 72. Bei der Spaltung des
Benzylesters 70 zeigt sich ein weiterer Vorteil der Pyoc-
Gruppe: Sie ist stabil gegeniiber der Hydrogenolyse.

Aus dem komplexen und empfindlichen Glycopeptid 72
kann die 4-Pyoc-Gruppe nach Uberfiihrung in die Pyridi-
niumform wiederum unter milden Bedingungen véllig se-
lektiv abgelost werden. Im basenempfindlichen Produkt 73
wird die freie Aminogruppe durch Acetylierung zu 74
(76% bezogen auf 72) geschitzt!''3,

Diese und weitere Glycopeptidsynthesen!'®>''2'131 pele-
gen die Leistungsfihigkeit des Pyoc-Verfahrens. Die ein-
zige Einschrinkung besteht darin, daB die Alkylierung zur
Umwandlung der stabilen in die labile Schutzgruppenform
in Gegenwart von alkylierbaren Aminosiuren, z.B. Cy-
stein, nicht durchgefiihrt werden kann. Die ideale Schutz-
gruppe fiir die Glycopeptidsynthese sollte dhnlich stabil
sein wie die Pyoc-Gruppe, aber dennoch unter mildesten

Angew. Chem. 99 (1987) 297-311



Fmoc—HN—(iIH—COOBzI
CH R

ACNH NH

65, R=H; 66, R=CH;

A
N CHz—CHz—O—ﬁ—Ser—OH
= 0

H2N—(|:H—COOle

CH R
AcNH H-—Stler—Ole H—Trllr—Ole
AcqBz,T AcyBz,T
67 68

67.R=H; 68, R=CHj;

69 4—Pyoc—Ser—Ser—OBzl  H,/Pd 4—Pyoc—Ser—Ser—OH 68 4-Pyoc—Ser—Ser ————— Thr—0BzI
67 —_— e
EEDQ AcaBz,T AcaBz,T EEDQ AcaBz,T  AcyBz,T
70 n 90% 72 44%
Schema 2.

Bedingungen abgespalten werden kénnen, dhnlich wie die
Pyridiniumform der Pyoc-Gruppe, ohne daB eine Um-
wandlungsreaktion notig ist. Als Gruppen, die diesen An-
forderungen geniigen, fanden wir die Allyl-Schutzgrup-

pen[u.ol.m. 1s]

R—Ser(R)—Ser—Thr—QBz|

AcO AcNH
R=Ac o0 ACOWOW
7 0 0
AcO OAc B8z0 OBz

73,R=H

1. CH3t/CH,C!
g2 e

2.0 NH/CH.Cl,
/

5.7. Allyl- und Allyloxycarbonyl(Aloc)-Schutzgruppe

Allylester von Aminos#uren sind leicht herzustellen und
unter den verschiedensten Glycosylierungsbedingungen
stabil*+-¢1-63-115] [n weniger empfindlichen N-Glycopepti-
den wie 75 kann in Gegenwart der Allylgruppe selektiv die
Boc-Gruppe abgespalten werden, sowohl mit Chlorwasser-
stoff in Dichlormethan als auch mit Trifluoressigsdure!*¥,
Das quantitativ gebildete, aminodeblockierte Produkt 76
kann N-terminal, z. B. zum Glycotripeptid 77, verldngert
werden. Zur selektiven Abspaltung der Allylgruppe aus
77" wird der Allylester Rhodium(1)-katalysiert!''®! zum
Propenylester isomerisiert, der unter den Reaktionsbedin-
gungen sofort hydrolysiert wird. Bei diesen neutralen Be-
dingungen bleiben alle anderen Bindungen erhalten. Das
praktisch quantitativ und rein gebildete Produkt 78 kann
jetzt C-terminal, z. B. zum Glycopentapeptid 79, einer Par-
tialstruktur aus menschlichem Orosomucoid (= saures o,-
Glycoprotein)!"'”}, verldngert werden. Die kleine Allyl-
gruppe hat den Vorzug, die Kondensationsreaktionen an
den komplexen Molekiilen weder sterisch noch durch Her-
absetzung der Loslichkeit zu erschweren. Die Ausbeuten
sind daher immer hoch.

Fiir die selektive Allylester-Spaltung bei den empfindli-
cheren, eliminierungsgefihrdeten O-Glycosylserin- und
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-threonin-Derivaten haben wir mit der Palladium(o)-kata-
lysierten Allyliibertragung!''® auf Morpholin als acceptie-
rendes Nucleophil eine noch mildere Methode gefun-
den'®". So kann z.B. das Xylotripeptid 80 unter diesen fast
neutralen Bedingungen in Tetrahydrofuran (THF) bei

Boc—HN—(l:H—COOAIIy|

CH, HCI - H=Asn—OAllyl
AcO-CH; Wy b AcO—CH,
0
bac HCI/CH,Cly bae
AcO AcO
AcNH AcNH
75 76

Boc—Leu—Thr—Asn—OAllyl

AcO-CH,
0
Boc—Leu—Thr—0OH OAc [{{CgHg)4P3} RKCI]
—————-
NEt3/EEDQ 70°C, CaHsOH/H,0
AcO
AcNH
77 78%

Boc—Leu—Thr—Asn—OH Boc—Leu—Thr—Asn—Ala—Thr=OAllyl

CHz AcO—CH,
0
H— AIa—Thr—OAIIyI OAc
EEDQ
AcO

AcNH AcNH
78 93% 79 83%

Z—HN— CH CO—Ala—Ala—0Ally!

8210 0 ?Hz
BzIO 0

) A F
BzIO Q NH/TH

[{{CeHs)aP}4Pd]

80 20°C, 30 min
Z—Ser—Ala—Ala—OH

OBzI
BzlO

OBzl
1) 97%
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Raumtemperatur in 30 min chemospezifisch quantitativ zu
81 deblockiert werden!®",

In der Synthese von B-Lactam-Antibiotica wird - was
wir bei der Entwicklung unseres Verfahrens nicht wufiten -
eine Allylester-Spaltung als Palladium(o)-katalysierte Um-
esterung angewendet!''”. Schon friiher wurde die Spaltung
von Allylestern mit Palladiumkatalysatoren und Ammoni-
umformiat als Hydrogenolyse beschrieben!'?%, die jedoch
bei 100°C abliuft. Daher ist sie fiir die Glycopeptidsyn-
these unbrauchbar. Morpholin hat den Vorteil, daBl es
leicht abgetrennt werden kann und die empfindlichen Gly-
cosidbindungen nicht angreift. Die Methode ist auch beim
a-Galactosaminylthreonin-allylester 82 erfolgreich, dessen
Deblockierungsprodukt 83 mit dem N-terminal deblok-
kierten N*-Glucosaminylasparagin-allylester 76 zum Di-
glycodipeptid 84 verkniipft wird. 84, in dem eine a-O- und
eine P-N-Glycosylaminosdure miteinander verbunden
sind, verkdrpert eine besonders komplexe Partialstruktur
aus dem menschlichen Glycophorin!®®,

Z—Thr—0Aliyl Z—Thr—-OH
AcNH AcNH
AcO {Pd°] AcO
—_—
/N
[¢] NH/THF
AcO OAc AcO OAc
a2 83 85%
Z—HN—(I:H—CO HN—TH—COOAIIVI
CH—-CH
i CHa CH,
OAc l
AcNH c=0
76 AcO AcO Q |
—_—
NEt,/EEDQ 's) AcO NH
AcO NH
¢ OAc ,l\c
84 50%

Diese auBerordentlich schonende, in homogener Phase
ablaufende Spaltung der stabilen Allylester gelingt ebenso
bei den N-Glycopeptiden, z. B. bei dem Chitobiosylaspara-
gin 85, sehr selektiv und effektiv. Das praktisch quantitativ

o]
Il

c
N"N0"""NHN-CH-CO0Bu

0
| [Pd®] /THF
AcNH
=0 d

Boc—HN—(llH—COOAIIyI

OAc CH,
AcNH |
AcO o R §=° [Pe°)
NH 7\
AcO 0 AcO
AcNH o] NH/THF
OAc
as
Boc—HN—?H—COOH
CH
AcNH OAc | 2
AcO Q c¢=0
o | —— - —-
AcO 0 AcO NH
AcNH
OAc
86 95%
Boc—HN—-(l)H—CO—A|a—Thr—A|a—Ser—OA||y|
CH;
AcNH OAc ]
AcO 0 Q ?=O
AcO 0  AcO NH
AcNH
OAc
a7

gebildete, carboxydeblockierte Produkt 86 wurde durch
zweimalige Kettenverlingerung mit Dipeptid-allylestern in
das Chitobiosylpentapeptid 87 iiberfiihrt, eine Partial-
struktur aus einer Transmembran-Neuraminidase eines In-
fluenza-Virus*,

Mit der Palladium(o)-katalysierten Allyliibertragung auf
Nucleophile wie Morpholin oder Dimedon (= §,5-Dime-
thyl-1,3-cyclohexandion) 148t sich auch die Allyloxycarbo-
nyl(Aloc)-Gruppe glatt von Peptiden und Glycopeptiden
abspalten!''”, Diese schon friiher beschriebene Schutz-
gruppe!'?" galt zunichst als nicht verwendbar, weil sie sich
selbst unter drastischen Bedingungen nur unvollstindig
abspalten lieB"?%. Ein Vorteil der Aloc-Gruppe ist ihre Be-
standigkeit gegeniiber Trifluoressigsaure!'', die z.B. fir
die praktisch quantitative tert-Butylester-Spaltung am Chi-
tobiosylasparagin-Derivat 88 zu 89 wichtig ist*”). Die Pal-
ladium(o)-katalysierte Abldosung der Aloc-Gruppe wird

H,N—CH—COO?Bu

OAc CH, OAc
Aot o ¢ Q t-o
AcO o | AcO 0 i 90
a8 NH
AcO 0 Ao AcO 0 AcO NH
AcNH AcNH
OAc OAc 87%
CF,CO0H Aloc—Thr—Gly—OH | FEDQ
Aloc—HN—CH—COOH
| Aloc—Thr—Gly—Asn—0tBu
OAc CH, OAc
Ao AcNH o (!:0 o AcNH
= AcO
89 ° i 9
AcO 0 AcO NH o d
AcNH AcNH
OAc OAc 90%
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von Aminosduren mit nucleophilen Gruppen, z.B. von
Methionin, nicht beeintriachtigt'' . Da dabei eine Amino-
gruppe deblockiert wird, ist die CH-Sdure Dimedon als
Abfangreagens besser geeignet als Morpholin. Verbindung
90 wird nach diesem Verfahren aus 88 vollig selektiv und
praktisch quantitativ gebildet. Sie kann N-terminal verlin-
gert werden, z.B. zum Chitobiosyltripeptid 91%7), einer
Partialsequenz aus der Verkniipfungsregion der Neurami-
nidase eines anderen Influenza-Virus!'?,

Diese Synthese ist ein weiteres Beispiel dafiir, daB nun
immunologisch interessante Glycopeptide aufgebaut wer-
den kénnen. Voraussetzung fiir die immunologische Un-
tersuchung synthetischer Glycopeptide ist jedoch, daB sie
von den Schutzgruppen im Kohlenhydratteil befreit und
an geeignete Trigermolekiile gebunden werden kdnnen.

6. Die Abspaltung der Schutzgruppen im
Kohlenhydratteil und die Ankniipfung synthetischer
Glycopeptide an Proteine

Die Abspaltung der Schutzgruppen aus den Kohlenhy-
dratteilen ist aus zwei Griinden problematisch: 1. Es be-
steht die Gefahr der B-Eliminierung bei Glycosylserin- und
-threonin-Derivaten vom Typ 2 und 3. 2. Die Aminoséure-
reste kénnen racemisieren. Beide Prozesse laufen unter ba-
sischen Bedingungen ab, z. B. wenn die Estergruppen mit
Ammoniak oder Triethylamin in Methanol®*®" gespalten
werden. Diese Nebenreaktionen, insbesondere Racemisie-
rungen, wurden jiingst von Paulsen et al.U”* bei der De-
blockierung eines Glycopeptids vom T-Antigentyp mit ver-
schiedenen Basen, darunter Aminen, beobachtet. Sie be-
schrieben eine Abspaltung der Acyl-Schutzgruppen im
Kohlenhydratteil ohne Nebenreaktionen mit Kaliumcy-
anid in Methanol/Ethanol, wihrend mit Kaliumcyanid in
Methanol 20% Racemisierung am Threonin-Rest eintritt.

An basenempfindlichen Glycosylserin-Derivaten wie 92
konnten wir zeigen, dal Acetyl- und Benzoyl-Schutzgrup-
pen sehr sicher und racemisierungsfrei mit Hydrazin in
Methanol abgespalten werden konnen®. Uberschiissiges
Hydrazin wird dabei durch Zugabe von Aceton entfernt.

H—Asn—Leu—Ser—OH H—Asn—Leu—Ser—OH

B20 HO
Q 0
082 HaN—NH,/H,0/CH;0H OH
BzO HO
OBz OH
92 93 62%

Auch N-Glycopeptide, z.B. 95, eine Partialsequenz aus
dem Fibroblasten-Interferon, lassen sich nach diesem Ver-
fahren gut deblockieren!'?. Dagegen gelang die hydro-
genolytische Spaltung der Glutaminsiure-y-benzylester-
Gruppe in 94 nicht, so daB die Benzyl- und die Boc-
Gruppe simultan mit Fluorwasserstoff abgeldst werden
muBten!'?%, Dies zeigt die Grenzen der bei kleinen Einhei-
ten wegen ihrer neutralen Bedingungen fiir die Glycopep-
tidsynthese besonders geeigneten heterogenen Hydrierung
von Benzyl-Schutzgruppen an komplexeren Verbindungen
auf. Die Hydrogenolyse von etherartig gebundenen Ben-
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zylgruppen im Kohlenhydratteil der Glycopeptide wird
von Pavia et al.’®1% erfolgreich zur Deblockierung ge-
nutzt.

R3—HN—CH—CO—G!u(OR2)—Thr—lle—Val—-OH

CH,
R'0-CH, NH—(IZ=O
)
OR' 94  R'=Ac, R?- Bzl, R%= Boc
R'0
AcNH HE, 0°C

95,R'=Ac, RZ=R3=H 86%

HaN—NHg/H,0/CH0H

96,R'=R2=R3=H 87%

Die Spaltung der vielen Estergruppen im komplexen
Diglycopeptid 74 erreichten wir nach Hydrogenolyse des
C-terminalen Benzylesters zu 97 wiederum schonend und
quantitativ mit Hydrazin in Methanol"*'?). Es entsteht das
Diglycotripeptid 98, das nach Springer et al.® die tumor-
assoziierte T-Antigen-Struktur verkdrpert, laut Hochfeld-
3C-NMR-Spektrum in reiner Form. Aufbauend auf diesen
selektiven Synthesetechniken ist es uns gelungen, immuno-
logisch relevante, klar definierte Glycopeptide wie 98 an
Rinderserumalbumin (BSA) anzukoppeln!''. Dabei wird
die freie Carboxygruppe des synthetischen Glycopeptids
98 in Wasser in Gegenwart von 1-Hydroxybenzotriazol
(HOBt)"'?* mit dem wasserléslichen Carbodiimid 991124
ohne Zwischenschaltung eines Spacers, also gewisserma-
Ben natiirlich, an das Trigerprotein gebunden. Bindungs-
stellen im Konjugat 100 sind vermutlich vorwiegend die

OR!
ro RO R'O
% 0 74, R=Ac,R' =Bz,
o
RO
RO AcNH H,/Pd

RZ = Bzl
Ac—Ser(R)—Ser—Thr—OR?2

RO AcNH
RO o)
97,R=Ac, R' =Bz,
0 0 RZ2=H
RO 1
OR R'O OR'I

HaN—NH,
H,0/CH30H

98, R=R'=R2=H

EtN=C=N—(CH,);—NMe,, HOBt/H,0 | BSA
99

HO OH HO OH
& o
]
(o}
HO HO AcNH

Ac—Ser—Ser—=Thr—HN~~~BSA

HO AcNH
HO o 100
0] 0
HO bu HO OH
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e-Aminogruppen der Lysinreste. Laut photometrischer
Kohlenhydratanalyse werden 38 von den ca. 60 freien
Aminogruppen des Proteins mit der synthetischen Glyco-
peptid-Antigenstruktur belegt!''*\.

7. Ausblick

Die im vergangenen Jahrzehnt erzielten Fortschritte in
der priparativen Chemie ermdglichen heute die Synthese
komplexer, strukturell eindeutig definierter Glycopeptide,
die typischen Ausschnitten von Glycoproteinen entspre-
chen. Diese wiederum sind maBgebliche Faktoren der bio-
logischen Erkennung und Selektivitit. Die Synthesen ba-
sieren einerseits auf den Entwicklungen in der Oligosac-
charidsynthese?®*>” und andererseits auf den in diesem
Fortschrittsbericht vorgestellten Losungen der Probleme,
die bei der gezielten Peptidsynthese an den empfindlichen
Glycokonjugat-Strukturen auftraten. Die synthetischen
Glycopeptide haben nicht den Nachteil der fiir natiirliche
Glycokonjugate charakteristischen mikroskopischen Hete-
rogenitit. Sie sind in priparativen Mengen herstellbar, und
sie konnen auf komplexe biologische Trigermolekiile auf-
gepfropft werden. Damit sind sie in der interdisziplindren
Forschung und Anwendung einsetzbar, z. B. zur Induktion
von Antikérpern, zur Simulierung von Erkennungsphino-
menen und zur Strukturaufklirung empfindlicher Glyco-
proteine. Dariiber hinaus erdffnen sie eine Perspektive fiir
die Entwicklung von gewebespezifischen Wirkstoffen und
von proteolysestabilen Peptidfaktoren.

Angesichts der Vielfalt an Seitenkettenfunktionen bei
Peptiden werden fiir den weiteren Ausbau der Glycopep-
tidsynthese noch zusitzliche methodische Neuerungen né-
tig sein, die die hier behandelten Schutzgruppentechniken
ergénzen.

Meinen Mitarbeitern, die die Entwicklung der Glycopep-
tidsynthese mit Engagement, Mut und Ideenreichtum voran-
getrieben haben, danke ich herzlich. Es sind dies insbeson-
dere Regina Barthels-Herweg, Stefan Birnbach, Michael
Buchholz, Siglinde Friedrich-Bochnitschek, Wolfgang Giin-
ther, Albrecht Harreus, Hermann Kauth, Uwe Klinkham-
mer, Michael Kneip, Klaus-Jiirgen Pees, Waldemar Pfren-
gle, Wilfried Sager, Marita Schilling, Petra Schultheif3-Rei-
mann, Carlo Unverzagt und Herbert Waldmann. Der
Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Che-
mischen Industrie danke ich fiir die Unterstiitzung, ohne die
diese Arbeiten nicht moglich gewesen wdren.

Eingegangen am 28. April,
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